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0 Neue Transaminase, ilire Hersteilung und ihre Verwendung. 



© Neue Transaminase, ihre Hersteilung und ihre Verwendung Aus E. coli DH-1 kann eine Transaminase isoli rt 
werden. mit deren Hilfe mit grofler Effizienz durch Obertragung der Aminogruppe von Glutamat aus der 
entsprechenden Vorstufe L-Phosphinothricin und y-Aminobuttersaure hergestellt werden kann. 
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Neue Transaminase, ihre Herstellung und ihr Verwendung 

L-2-Amino-4-methylphosphinobuttersaure (im folgenden ats L-Phosphinothricin Oder L-PPT bezeichnet) 
Oder deren Saize sind - wie auch aus DE-OS 29 39 269 bekannt geworden ist -die wirksame Komponente 
der chemisch leicht zuganglichen Racemate. Letztere besitzen gema0 DE-OS 27 17 440 eine sehr gute und 
brerte herUizide Wirksamkeit gegeniiber zahlreichen monokotylen und dikotylen. einjShrigen und mehrjMhri- 
5 gen Unkrautern Da L-PPT und seine obenangefiihrten Oerivate im Vergleich zu den Racennaten etwa 
doppelt so stark wtrksam sind. war es wunschenswert. ein Verfahren zu entwickeln. mit dem es mdglich ist. 
L-PPT auf einfache Weise in grofieren Mengen zuganglich zu machen. 

Es ist bereits bekannt. dafl L-PPT durch mtkrobielie Biotransformation hergestellt werden kann (EP 02 
48 357). In dieser Patentanmeldung wird auch erw^hnt. dafi E. coti DH-1 Transaminasen besitzt, die die 
70 entsprechenden Vorstufen zu L-tert.-Leucin und L-PhosphinothricIn umsetzen konnen. 

Es wurde nun gefunden. da/J E. coli DH-i eine spezielte Transaminase syntheti^ert, die L-Phosphinoth- 
ncin mix uberraschend hoher SpezifitSt herstellt. 
Die Erfindung betnfft somit: 

1. Eine Transaminase aus E, coli DH-1 mit 
rs - einem Molekulargewicht von 20000 bis 250000 Dalton 

- einem isoelektrischen Punkt bei einem pH-Wert zwischen 3.0 bis 8.0, 

- einem pH-Optimum in einem Bereich von 5.0 bis 10.0 und 

- einer SubstratspezifitSt gegenilber L-Phosphinothricin, y- Aminobuttersaure und Glutamat als Aminogrup- 
pendonor sowte den entsprechenden Ketoverbindungen ais Aminogruppenakzeptor. 

20 2. Ein Vertahren zur Herstellung der unter i charakterisierten Transaminase, das dadurch gekenn- 

zeichnet ist. da/3 E. coli DH-1 kultiviert und die genannte Transaminase isoliert wird. 

3. Die Ven^rendung der unter 1 . charakterisierten Transaminase zur Transaminierung von (3-Cart)oxy- 
3-oxopropyf)-methyf-phosphinsSure zu L-Phosphinothricin und Succinatsemialdehyd zu -rAminobuttersaure. 

25 im folgenden wVd die Erfindung. insbesondere m ihren t^evorzugten AusfOhrungsformen. detailliert 
beschneben. Ferner wird die Erfindung tn den Patentanspruchen definiert. 

Die Transaminase wird aus E. coli DH-1 isoliert. bzw. aus entsprechenden Mutanten Oder Varianten. 
Dazu wird der Mikroorganismus in einem fur sein Wachstum optimalen Nahrmedium kultiviert. Die Anzucht 
des Mikroorganismus erfolgt aerob, beispielsweise subsmers unter Schuttein Oder Ruhren in Schuttelkolben 
30 Oder Fermentern, gegebenenfa/ls unter EinfUhrung von Luft Oder Sauerstoff. Die Fermentation kann in 
einem Temperaturbereich von etwa 20 bis 40 ' C. vorzugsweise bei etwa 25 bis 37* C. insbesondere bet 30 
bis 37 * C. erfolgen. Es wird in einem pH-Bereich zwischen 5 und 8,5, vorzugsweise zwischen 5,5 und 8,0. 
kultiviert. Unter diesen Bedingungen zeigt die KutturbrOhe im aligemeinen nach 1 bis 3 Tagen eine 
nennenswerte Akkumulation des Enzyms. Die Synthese der Transaminase beginnt in der Mitte der log- 
as Phase und erreicht ihr Maximum gegen Ende der log-Phase. Die Produktton des Enzyms kann mit Hilfe von 
Aktivitatstests durch HPLC-Analyse bzw. photometrisch verfolgt werden. 

Die zur Produktion der Transaminase verwendete Nahrtdsung enthSIt 0,2 bis 5 %, bevorzugt 0,5 bis 2 
%. organische Stickstoffverbindungen sowie anorganische Salze. Als organische Stickstoffverbindungen 
kommen in Betracht: Aminosauren. Peptone, ferner Fieischextrakte. gemahlene Samen. beispielsweise von 
40 Mais. Weizen, Bohnen, Soja oder der Baumwollpflanze. Destillationsruckstande der Alkoholherstellung. 
Fleischmehte Oder Hefeextrakte. An anorganischen SaJzen kann die Nahrlosung beispielsweise Chloride, 
Carbonate. Sulfate Oder Phosphate der A(kali-oder Erdalkalimetafle. Eisen. Zink und Mangan enthalten. aber 
auch Ammonium salze und Nitrate. 

Die Isolierung und Reinigung des Enzyms kann nach klassischen Verfahren uber Lysozym-AufschluB. 
4S Ammoniumsulfat-Faliung, lonenaustauscher- und Gelpermeattonschromatographie erfolgen. 

Das Enzympraparat laBt sich charakterisieren durch ein Molekulargewicht von 20000 bis 250000 Dalton. 
bevorzugt 25000 bis 100000. insbesondere 40000 bis 50000 Dalton. sowie durch einen isoelektrischen 
Punkt. der bei einem pH-Wert von 3.0 bis 8.0. bevorzugt 3.5 bis 5.5. insbesondere 4.0 bis 5.0 liegt Das pH- 
Optimum des Enzymprodukts liegt in dem pH-Bereich 5.0 bts lO.O, insbesondere 8,0 bis 9,0. 
50 Die ersten 33 N-terminalen Aminosauren der gereinigten Transaminase wurden mtt Hilfe eines Gaspha- 
sensequenators bestimmt und lauten- Met-Asn-Ser-Asn-Lys-Glu-Leu-Met-Gln-Arg-Arg-Ser-Gln-Ala-lle-Pro- 
Arg-Gly-Val-Gly-Gln-lle-His-Pro-lle-Phe-Ala-Asp-Arg-AIa-Glu(Thr)-Asn-Asn(Gly) 

Dtese Aminosduresequenz zeigt keine Homologie zu bereits aus der Literatur bekannten Transamina- 
sen. 

Die Transaminase kann durch den literaturbekannten Hemmstoff O- (Carboxymethyl)-hydroxylamin 
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inhibiert werden, und zwar unter Standard Testbedingungen (Beispiel 3, Enzymaktivitat) durch ca. 0.1 bis i 
uM 0-(Carboxymethyf)-hydroxylamin zu 50%. 

Bei den Untersuchungen erwies sich das Enzynn als erstaunlich stabii gegen hohe Temperaturen. So 
kann eine 1 0 Minuten dauernde Inkubation des Enzyms bei 70 * C in der Enzymreinigung dazu ausgenutzt 
5 werden. andere Proteine durch thermische Denaturierung von der Transaminase zu trennen. 

Keine der 20 proteinogenen Aminosauren kann mt Hilfe der erfmdungsgennaflen Transaminase herge- 
stent werden. Sie besitzt lediglich Spezlfitat gegeniiber (3-Carboxy-3-oxopropyl)-methylphosphinsaure so- 
wie Succinatsemialdehyd bzw. deren Estem. aus denen durch Ubertragung der Aminogruppe aus Glutamat. 
die nicht-protelnogenen Aminosauren L-Phosphtnothricin und -y-Aminobuttersaure hergestellt werden kon- 
70 nen. Als entsprechende Ketosaureester konnen insbesondere niedrig Alkyl-(Ci-C6)-ester eingesetzt werden. 
ErfindungsgemaB konnen wirksame Mengen der Transaminase in freier Oder immobiiisierter Form zur 
Transaminierung eingesetzt werden. FUr die Rxierung kommen die bekannten Verfahren in Betracht. wie 
die in den Deutschen Offenlegungsschriften 32 37 341 und 32 43 591 beschrtebenen Verfahren. Als 
besonders vorteifhaft hat sich dabei die Verwendung eif>es Copoiymerisats aus Vinylacetat und 
15 Divinylethylen-Hamstoff erwiesen, dessen Oberflache nach Hydrolyse der Acetatgruppen mit Oxirangruppen 
modifiziert worden ist. An diese Oxirangruppen kann die erfindungsgemS/Se Transaminase mit hoher 
Effizienz gekoppelt werden. Das an das Tragermaterial gekoppelte Enzym erwies sich ats sehr stabii und 
zeigte Ciber lange Zeit nahezu keinen Verlust an enzymatischer Aktivltat. Es ist vorteilhaft, dafi Enzym nach 
Bedarf mit einer geringen Menge von ca. 5 aM Pyndoxalphosphat zu regenerieren. 
20 Die Transaminierungsreaktion kann in physioiogischen Pufferlosungen, so daB die Enzymaktivitat nicht 
nennenswert negativ beeinflu(3t wird. in einem pH-Bereich von etwa 4 bis 12. vorzugsweise im Bereich von 
pH 8 bis pH 10. durchgefuhrt werden. Die Reaktionstemperatur kann im Bereich zwischen 20 und 70 * C 
variiert werden. Bei niedrigeren Temperaturen verlauft die Enzym-Reaktion zunehmend langsamer, wahrend 
das Enzym bei hoheren Temperaturen fortschreitend desaktiviert wird. Die Enzymreaktion erfolgt bei einer 
25 Temperatur von 20 bis 60* C. vorzugsweise bei 30 bis 60 ' C, insbesondere bei 40 bis 55' C. 

Qlutamat sowie dessen Saize werden als Aminodonor eingesetzt. Fur die Reaktion hat es sich als 
gunstig erwiesen, daB der Aminodonor in aquinnolaren Mengen bzw. im Oberschufi zur a-Ketosaure bzw. 
deren Ester eingesetzt wird. Verhaitnisse von 1:1 bis 5:1. vorteilhaft 1:1 bis 2:1, haben sich bewahrt. Die 
Zugabe der Reaktionskomponenten zum Reaktionsansatz kann als Losung in Wasser Oder durch Zugabe 
30 der festen Substanzen gleichzeitig Oder kontinuierlich erfolgen. 

Das gebildete Produkt kann aus der Reaktionslosung durch bekannte Methoden mittels lonenaustausch- 
chromatographie und SprOhtrocknung gewonnen werden. 

Die anschitefienden Betspieie dienen dazu; die Erfindung weitergehend zu erISutem. Prozentangaben ' 
beziehen sich, wenn nicht anders angegeben. auf das Gewicht. 

35 

Beispiel 1: 



40 Kultivierung von E. coll DH-1 

Zur Gewinnung der erfindungsgemafien Transaminase erfolgte die Anzucht des Bakteriums E. coli DH- 
1 - wie in der Mikrobiologie ublich • aus einer gefriergetrockneten Dauerform des Stammes. Die Anzucht 
geschah zunachst in flussigem. steriien Volinnedium. Die wachsenden Bakterien wurden dann auf einen 
45 festen Nahrboden in steriien Petrischalen ausgestrichen und vereinzelte Kolonien anschiiefiend in RUsstg- 
medium welter kultiviert. 
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Flussigmedium: 






Pepton aus Casein 


3.5 gJ 




Pepton aus Reisch 


3.5 gl 


5 


Natriumchlorid 


5.1 gl 




pH-Wert 


7.5 




Sterilisation 


120* C. 20 Minuten 




Festmedium: 




70 


Zusammensetzung wie Flussigmedium. 




zusatzlich 15 g.l Agar-Agar. 



75 



Die Inkubation der Bakterien z\jr Gewinnung der erfindungsgemSiSen Transaminase erfolgte in Flussig- 
medium in 5-Liter-Erlenmeyer-Ko!ben. die je 1 Liter stenles Medium enthielten. bei 37' C m einem SchUttler 
bei 200 Umdrehungen pro Minute. 

Gegen Ende der iog*Wachstumsphase wurden die Bakterien durch Zentrifugatton abgeerntet. in flussigem 
Stickstoff tiefgefroren und bei -80* C gefagert. 
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Isolierung der Transaminase aus E. coli DH-t 

Die tiefgefrorenen Bakterien wurden in dem zweifachen Volumen (2 mlg Bakterien) Puffer A [20 mM 
Phosphatpuffer. 20 uM Pyrldoxalptnospliat. 10 mM Mercaptoethanol. (pH 7.0)] plus 1 mM Phenylmethylsul- 
fonylfluorid (PMSF) suspendiert und durch Ultraschail (15 min.) aufgeschlossen. 

Zelltrummer wurden durch Zentrifugation entfernt und der klare Uberstand durch Ammoniumsulfatfal- 
lung fraktioniert. Die gewunschte Transaminaseaktivitat flel zwischen 40 und 70 % Ammoniumsulfatsatti* 
gung aus der Losung aus und wurde durch Zentrifugation gewonnen. in Puffer A resuspendiert und gegen 
das 50-fache Volumen Puffer A dialysiert. 

Das Orafysat wurde in Anwesenheit von 1 mM a-Ketoglutarat 10 min. auf 70*0 erhitzt und denaturierte 
Proteine durch Zentrifugation entfernt. Der klare Uberstand wurde nach Filtration durch eine 0.45 um 
Mem bran auf einen Anionenaustauscher aus Agarose mit quartemSren Aminogruppen (Q-Sepharose HP®, 
Pharmacia) gegeben. der mit Puffer A aquilibriert war. Nicht gebundene Proteine wurden durch Waschen 
der Saule mit Puffer A entfernt. gebundene Proteine mit einem iinearen Gradienten (0 bis 1.0 M KCI in 
Puffer A) von der SSuie eluiert und fraktioniert gesammelt. Die Transaminase konnte bei ehva 0.3 M KCf 
von der Saule gewaschen werden. 

Die enzymattsch aktiven Fraktionen wurden vereinigt, das Protein zur Volumenreduktion komplett aus 
der Losung ausgefallt (80 % Ammoniumsulfatsattigung) und uber eine GelfiltrationssMule mit einem 
Fraktionierungstjereich von 1 0-400 kDalton (Uitrogel AcA 44, Serva) fraktioniert. Lauf puffer bei der Gelfiltra* 
tion war 20 mM Piperazin-N,N'-(2-elhansulfonsaure). 10 uM Pyridoxalphosphat. 5 mM 2-Mercaptoethanol, 
0,1 M KCl (pH 7,0), Die nach der Gelfiltration erhaltenen enzymatisch aktiven Fraktionen wurden gegen 25 
mM Imidazol (pH 7.5) diaiysiert und die enthaftenen Proteine entsprechend ihrer isoelektrischen Punkte an 
Polybuffer Exchanger 94 (Firma Pharmacia) mit Polybuffer 74 (Pharmacia) fraktioniert. Die erfindungsgemM- 
J3e Transaminase wurde bei einem pH*Wert von 4.35 von der Saute eluiert. 

Die Proteine der enzymatisch aktiven Fraktionen wurden komplett aus der Losung ausge^llt (80 % 
Ammoniumsulfat), gegen Puffer A dialysiert und an einem hochauflosenden Anionenaustauscher aus 
Agarose mit quarternaren Aminogruppen (Mono Q, Pharmacia) chromatographiert (Puffersystem wie fur Q- 
Sepharose HP beschrieben). 

Nach diesem Reinigungsschritt war die Transaminase von alien Fremdproteinen abgetrennt. 
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Beispief 3: 



Charakterisierung des Enzyms 
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- Molekulargewicht: ca. 44000 Dalton (ermittelt durch Poly aery lam id SDS-Gelelektrophorese). - Isoelektri- 
scher Punkt: pH 4.36 (ermittelt durch Chromatofocussierung an PBE 94.Polybuffer 74 der Fa. Pharmacia). - 

Enzymaktivitat: 

Die Bestimmung der Enzymaktivitat erfotgte entweder durch Messung der Transaminierung von L-PPT 
5 in Anwesenhert von a-Ketoglutarat als Aminogruppenakzeptor (Test 1) Oder durch Messung der Produktion 
von L-PPT aus (3-Carboxy-3-oxo-propyi)methyl-phosphinsSure mit Glutamat als Aminogruppendonor (Test 
2). Beide Tests tieferten vergleichbare Ergebnisse. so dai3 aufgrund der einfacheren OurchfOhrbarkeit 
routinema^ig Test 1 angewandt wurde. 

Test 1: 

10 mM PPT. 10 mM a-Ketoglutarat in 100 mM Tris(hydroxymethyf)-aminomethan (Tris)/10 U.M Pyrido- 
xalphosphat (pH 7.5) wurden bei 30 'C fur 30 Minuten inkubiert. Das gebildete Glutamat wurde durch 
75 nachgeschaltete Reaktion mit Glutamat Dehydrogenase nach Methods In Enzymology. Vol. 113, pp. 24Sff. 
bestimmt. 



Test 2: 

20 

10 mM (3-Carboxy-3-oxo-propyl)-methyI-phosphtnsaure. 10 mM Glutamat, anstelle von PPT und o- 
Ketoglutarat, ansonsten wie Test 1 . Der Nachweis des gebildeten L-PPT erfolgte mit einem Aminosaureana- 
lysator. 

1V1it diesen Tests wurde fur das gereinigte Protein eine spezifisch Enzymaktivitat von 265 nkat/mg 
25 Protein ermittelt (1 Katal = 1 Mol Umsatz pro Sekunde). 

- Das pH*Optimum der so gemessenen Enzymreaktion liegt bei etwa pH 9, das Temperaturoptimum bei 
etwaSS'C. 

- Die Sequenz der ersten 40 N-terminalen Aminosauren der gereinigten Transaminase wurde im 
.Gasphasen-Sequenator wie folgt ermittelt: Met-Asn-Ser-Asn-Lys-Glu-Leu-Met-Gln-Arg-Arg-Ser-QIn-Ala-lle- 

30 Pro-Arg-Gly-Val-Gly-Gln-lle-His-Pro-lle-Phe-Ala-Asp-Arg-Aia-Glu(Thr)-Asn-Asn(Gly)-20 



Beispiel 4 

35 

Produktion von L-PPT mit Hilfe der gereinigten Transaminase 

Die gereinigte Transaminase wurde mit einer Konzentration von 0,1 mg/ml (spez. Enzymaktivitat 15 
U/mg Protein) in 50 mM Tris/IOuM Pyrldoxalphosphat (pH 9.0) mit 30 g/l Natrium- (3-carboxy-3-oxo- 

40 propyl)-methylphosphinat und 60 g/l L-Glutamat bei 55 *C inkubiert. Zwischen 0 und 24 Stunden Inkulpa- 
tionszeit wurden Proben entnommen. Nach der Probenahme wurde das Enzym 10 min. bei 95 'C 
denaturiert. abzentrifugiert und die Uberstande im Aminosaureanalysator auf gebildetes L-Phosphinothricin 
untersucht. Dabei wurden Umsatzraten von 16.6 g L-PPT/l/h erzielt. Durch Erhahung der Enzymkonzentra- 
tion kann diese Ausbeute noch deutlicher verbessert werden. 

45 Nach Abschlufl der Reaktion waren 94.3 % der eingesetzten o-Ketosaure in L-PPT umgewandelt (28,3 

g.i). 



Beispiel 5 

50 

Immobilisierung der Transaminase 

Zur Immobilisierung der Transaminase wurde eine Enzymfraktion verwendet, die gemaiS Beispiel 2 
55 partiell gereinlgt war. In dies r Enzym preparation machte die Transaminas etwa 20 % d s Gesamtproteins 
aus und die Enzymaktivitat betrug 76,4 nkat/ml. (1 kat = 1 Katal = 1 Mol Umsatz/Sekunde). 
47 ml dieser Transaminase PrMparation wurden in 1 M Kaliumphosphatpuffer (pH = 8.0) auf 8 g 
Polymertrager VA-Epoxy Biosynth® von Riedel de Ha§n gegeben und 2 Tage bei Raumtemperatur rotliert. 
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Nach Waschen mit 

\ . 50 mM Kaliumphosphatpuffer. pH 7,0. 

2. I M Kaliumphosphatpuffer. pH 8.0 und 

3. 50 mM Kaliumphosphatpuffer. pH 7.0 
5 wurden 31 g Feuchtharz erhalten. 

Uberschussige Oxirangruppen wurden durch eme einstundlge Inkubalion des Harzes mIt 10 mM 2- 
Mercaptoethanol (in 50 mM Kaliumphosphatpuffer) umgesetzt. 

Das Tragerharz wies nach der Kopplung eine enzymatische Aktivitat von 1975 nkat auf (64 nkal/g 
Feuchtharz). was einer Kopptungsausbeute von 55 **o entspricht. 
TO Die Lagerung erfolgte in 50 mM Kaliumphosphatpuffer. (pH 7.0) mit 0.02 % Natriumazid bei 4* C. 



Beispiel 6 

IS 

Produktion von L-PPT mit der immobilisierten Transaminase 

Die gekoppelte Transaminase aus Beispiel 5 wurde zur Produktion von L-PPT in einem Saulenreaktor 
eingesetzt. Dazu wurde eine 20 ml Chromatographiesaule mit der immobilisierten Transaminase gefulll, die 
20 Saule auf 42* C temperiert und Substratlosung (20 g I 3-Carboxy-3-oxo-propyl-methyl-phosphinsaure (Keto- 
PPT) 60 g.l L-GIutaminsaure 10 uM Pyridoxalphosphat. pH 8,0) mit einer Ruflrate von 0,5 ml/min uber die 
SSule gepumpt. Nach Passage der Saule waren 90.4 % des eingesetzten Keto-PPTs In L-PPT uberfuhrt 
worden. 

25 

Anspriiche 

1 . Eine Transaminase aus E. coli DH-1 mit 

- einem Molekulargewicht von 20000 bis 250000 Dalton 

30 - einem isoelektrischen Punkt bei einem pH-Wert zwischen 3.0.und 8.0, 

- einem pH-Optimum in einem Bereich von 5.0 bis 10.0 und 

- einer Substratspezifitat gegenuber L-Phosphinothricin, -y-Aminobuttersaure und Glutamat als Aminogrup- 
pendonor sowie den entsprechenden Ketoverbindungen als Aminogruppenakzeptor. 

2. Transaminase nach Anspruch 1 , gekennzeichnet durch 
35 ' ein Molekulargewicht von 25000 bis 100000 Dalton 

- einen isoelektrischen Punkt tDei einem pH-Wert zwischen 3.5 und 5.5 und 

- ein pH-Optimum in einem Bereich 8.0 bis 9.0. 

3. Verfahren zur Herstellung der Transaminase nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 6aB 
E. colt DH*1 kultiviert und die Transaminase isoliert wird. 

40 4. Verfahren nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet, dafl bei einer Temperatur zwischen 20 und 
40* C kultiviert wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4. dadurch gekennzetchnet. daiS bei einer Temperatur zwischen 25 und 
37* C kultiviert wird. 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet daB bei 
45 einem pH-Wert von 5 bis 8.5 kultiviert wird. 

7- Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet. daiS bei einem pH-Wert von 5,5 bis 8,0 
kultiviert wird. 

8. Verwendung der Transaminase nach Anspruch 1 oder 2 zur Transaminierung von (3-carboxy-3-oxo- 
propyl)-methyl-phosphinsaure bzw. deren Ester und Succinatsemialdehyd bzw. dessen Ester. 
50 9. Verwendung nach Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet. 6a(i die Transaminierungsreaktion bei 20 bis 

60 ' C durchgefiihrt wird. 

10. Verwendung nach Anspruch 8 oder 9. dadurch gekennzeichnet. 6aB die Transaminierungsreaktion 
bei einem pH-Wert von 4 bis 12 durchgefiihrt wird. 

11. Verwendung nach einem oder mehreren der Anspruche 8 bis 10. dadurch gek nnzeichnet, dafl die 
55 Transaminase in immobilisierter Form eingesetzt wird. 

12. Verw ndung nach Anspruch 11. dadurch g kennzeichnet. dafl als Tragermaterial ein Copolymerisat 
aus Vinylacetat und Divinylethyl n-Harnstoff eingesetzt wird. 
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